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Process  Cancer  References MYH  MUTYH  Base excision repair  colorectal   [Jones, et al. 2002] XPA  XPA  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Soufir, et al. 1998; Tanaka, et al. 1990; Zuo, et al. 1996]  ERCC3/XPB  ERCC3  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Oh, et al. 2006] XPC  XPC  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Gozukara, et al. 2001] ERCC2/XPD  ERCC2  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Broughton, et al. 2001] DDB2/XPE  DDB2  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Itoh, et al. 1999] ERCC4/XPF  ERCC4  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Sijbers, et al. 1996; Yamamura, et al. 1989] ERCC5/XPG  ERCC5  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Emmert, et al. 2001] POLH/XPV  POLH  Nucleotide excision repair  skin cancers  [Itoh, et al. 2000] MSH2  MSH2  Mismatch repair  colorectal, others  [Fishel, et al. 1993] MSH6  MSH6  Mismatch repair  colorectal, others  [Miyaki, et al. 1997; Ostergaard, et al. 2005] MLH1  MLH1  Mismatch repair  colorectal, others  [Hamilton, et al. 1995; Papadopoulos, et al. 1994] MLH3  MLH3  Mismatch repair  colorectal, others  [Liu, et al. 2003] PMS1  PMS1  Mismatch repair  colorectal  [Nicolaides, et al. 1994] PMS2  PMS2  Mismatch repair  colorectal, others  [Hamilton, et al. 1995; Parsons, et al. 1995] DNA ligase IV  LIG4  Non‐homologous end‐joining  leukemia  [Ben‐Omran, et al. 2005] RAD51  RAD51  Homologous recombination  breast  [Wang, et al. 2001] WRN  WRN  Homologous recombination  multiple  [Goto, et al. 1996] 
  
67 
BLM  BLM  Homologous recombination  multiple  [Ellis, et al. 1995] ATM  ATM  Damage recognition and signaling  leukemia, lymphoma, breast  [Boultwood 2001] CHK2  CHEK2  Damage recognition and signaling  multiple  [Antoni, et al. 2007] BRCA1  BRCA1  Damage recognition and signaling  breast, ovarian  [Easton, et al. 1993] BARD1  BARD1  Damage recognition and signaling  breast  [Karppinen, et al. 2004] PALB2  PALB2  Damage recognition and signaling  breast, pancreatic, others  [Erkko, et al. 2007; Jones, et al. 2009] BRCA2  BRCA2  Damage recognition and signaling  breast, ovarian, others  [Howlett, et al. 2002; Wooster, et al. 1995] MDM2  MDM2  Damage recognition and signaling  multiple  [Bond, et al. 2004] p53  TP53  Damage recognition and signaling  multiple  [Meek 2009] p21  CDKN1A  Damage recognition and signaling  lung  [Sjalander, et al. 1996] NBS  NBS1  Damage recognition and signaling  multiple  [Dzikiewicz‐Krawczyk 2008]            
   68 
Table 1.3: Selected cell death genes with known associations with cancer  
Protein  Gene  Process  Cancer  References Fas‐L  FASLG  apoptosis  lung  [Jones, et al. 2002; Zhang, et al. 2005]  Fas  FAS  apoptosis  lung, lymphoma  [Straus, et al. 2001; Zhang, et al. 2005] TRAILR2  TNFRSF10B  apoptosis  skin  [Pai, et al. 1998] Caspase‐8  CASP8  apoptosis  breast, lung  [Cox, et al. 2007; Sun, et al. 2007] XIAP  XIAP  apoptosis  lymphoma  [Rigaud, et al. 2006] NRAS  NRAS  apoptosis  leukemia, lymphoma  [Oliveira, et al. 2007]    
Table 1.4: Selected growth and angiogenesis genes with known associations 
with cancer  




Protein  Gene  Type of alteration  Cancer (percent of cases)  References EGFR  EGFR  somatic  lung (27%)  [Forbes, et al. 2009]* EGFR  EGFR  somatic  adrenal (9%)  [Forbes, et al. 2009]* EGFR  EGFR  somatic  thyroid (6%)  [Forbes, et al. 2009]* EGFR  EGFR  somatic  central nervous system (6%)  [Forbes, et al. 2009]* EGFR  EGFR  somatic  prostate (6%)  [Forbes, et al. 2009]* EGFR  EGFR  amplification  non‐small cell lung (59%)  [Hirsch, et al. 2008] EGFR  EGFR  amplification  breast (5%)  [Bhargava, et al. 2005] PDGFRα  PDGFRA  somatic  small intestine (55%)  [Forbes, et al. 2009]* PDGFRα  PDGFRA  somatic  stomach (20%)  [Forbes, et al. 2009]* PDGFRα  PDGFRA  somatic  soft tissue (12%)  [Forbes, et al. 2009]* PDGFRα  PDGFRA  inherited  gastrointestinal (rare)  [Chompret, et al. 2004] PDGFB  PDGFB  inherited  meningioma (rare)  [Smidt, et al. 1990] HER2  ERBB2  amplification  breast (18‐20%)  [Penault‐Llorca, et al. 2009] HER2  ERBB2  amplification  lung (5‐10%)  [Herbst, et al. 2008] p85α/p55α/p50α  PIK3R1  somatic  central nervous system (10%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  breast (26%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  urinary tract (23%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  endometrial (22%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  large intestine (14%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  cervical (10%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  ovarian (9%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  skin (9%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  stomach (8%)  [Forbes, et al. 2009]* 
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p110α  PIK3CA  somatic  upper digestive tract (8%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  pancreatic (7%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  central nervous system (6%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  liver (6%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  esophageal (5%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  somatic  thyroid (5%)  [Forbes, et al. 2009]* p110α  PIK3CA  amplification  gastric (36%)  [Liu, et al. 2009] p110α  PIK3CA  amplification  head and neck (32%)  [Liu, et al. 2009] p110α  PIK3CA  amplification  lung (23%)  [Liu, et al. 2009] p110α  PIK3CA  amplification  ovarian (12%)  [Liu, et al. 2009] p110α  PIK3CA  amplification  breast (9%)  [Liu, et al. 2009] p110α  PIK3CA  amplification  thyroid (9%)  [Liu, et al. 2009] p110α  PIK3CA  amplification  glioblastoma (6%)  [Liu, et al. 2009] p110α  PIK3CA  amplification  esophageal (6%)  [Liu, et al. 2009] PTEN  PTEN  somatic  endometrial (42%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  central nervous system (20%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  prostate (19%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  skin (16%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  large intestine (13%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  lung (9%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  urinary tract (8%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  ovarian (8%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  hematopoietic/lymphoid (8%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  bone (7%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  cervical (7%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  stomach (6%)  [Forbes, et al. 2009]* PTEN  PTEN  somatic  soft tissue (6%)  [Forbes, et al. 2009]* 
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 Protein  Phenotype  Statistically significant covariates AKT  total  plate 5, protein concentration   phosphorylated  plate 4, plate 6   phosphorylated:total  protein concentration p70S6K  total  plate 2, plate 6, protein concentration   phosphorylated  plate 2, plate 3, plate 6, protein concentration   phosphorylated:total  age, age × sex, age2 × sex, plate 2, plate 3 4E‐BP1  total  plate 2, plate 4, plate 5, plate 6, column 3   phosphorylated  plate 2, plate 3, plate 6, protein concentration   phosphorylated:total  plate 3, plate 4, plate 5, plate 6, column 3, protein concentration  



















































































































Chromosome 1 traits   #104300  Alzheimer, Alzheimer's, dementia, neurodegenerative, neurofibrillary tangles, neurofibrillary, senility, amyloid plaques, beta‐amyloid  29  5664  351, 348, 5633, 2, 4035, 7018, 3077, 4846, 7422, 20, 7124 #114500  colorectal cancer, cancer, colon, tumor  1  4595  314, 4436, 4292, 5378, 5395, 2956, 7048, 27030, 8313, 11200, 3845, 5290, 673, 1499 #126200  multiple sclerosis, autoimmune, immunologic, immune system, inflammation, central nervous system , neuron, axon, dendrite, myelin, demyelination 
7, 8, 29, 40  5788  934, 3123, 3119 
#137760  optic disc, optic nerve, eye, vision, glaucoma, intraocular pressure, nerve fiber, visual field, intraocular, aqueous humor  ‐  4653  10133, 134430 #144250  hyperlipidemia, familial hyperlipidemia, familial combined hyperlipidemia, cholesterol, triglycerides, VLDL, LDL, lipoprotein  45  7391  ‐ #145500  hypertension, blood pressure, heart, vascular, essential hypertension  44, 53, 46  183, 1889, 481, 8490, 6401, 7133  185, 2784, 118, 1577, 4846 #147050  atopic hypersensitivity, atopy, asthma, hay fever, eczema, IgE responsiveness, IGER, allergy, IgE  ‐  6403  51131, 2206 
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metabolism, immunoglobulin E, allergen #152430  longevity, life span, lifespan, age, aging  ‐  51441  11216, 1071, 5444, 7099, 4536, 348 #155255  medulloblastoma, desmoplastic medulloblastoma, brain tumor  27, 41  8643  324, 1499, 51684, 675 #168000  paraganglioma, paragangliomas, glomus body, glomus body tumors, paraganglia, phenochromocytoma, chemodectoma, chromaffin, nonchromaffin  ‐  6391, 6390  6392 #168600  Parkinson, Parkinson's, substantia nigra, dopaminergic neuron, dopaminergic, dopamine, parkinsonism, dementia, Lewy body, Lewy bodies, neuron 
29  11315  6622, 7345, 120892, 27429, 9627, 5071 
#171300  pheochromocytoma, catecholamine, adrenal medulla, adrenal tumor, adrenal cancer  42  6390  7428, 5979, 6392, 2668 #176807  prostate cancer, prostate, cancer, tumor  47  6041, 2048  4601, 3732, 60528, 5728, 8379, 1316, 463, 4481, 11200, 999 #180300  inflammation, autoimmune, inflammatory, synovial, rheumatoid arthritis, arthritis  ‐  23569, 26191  4795, 6583, 861, 4261 #181500  schizophrenia, brain, neuron, neurotransmitter, personality  24  27185, 5999  9685, 5625 #188550  thyroid cancer, thyroid carcinoma, cancer, tumor  49  4914, 7170, 7175, 51592  5979, 8031, 5573, 10342, 114568, 5108, 9950, 8805 #266600  inflammation, inflammatory bowel, bowel, Crohn, intestine, ulcerative colitis, ileum, colon, colitis, autoimmune, autoimmunity  ‐  149233  64127, 5243, 6583, 9231, 6584 #268000  retinitis pigmentosa, retina, night blindness, blindness, bone corpuscle, fundus, retinal pigment,  ‐  23418, 9129, 24, 64218  5158, 6010, 4575, 6103, 6101, 6100, 
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retina, eye, vision  26121, 5961, 7287, 762, 10594, 3614, 375298, 25794, 768206 #600101  deafness, deaf, hearing, hearing loss, sensorineural, nonsyndromic, cochlea  ‐  2707, 9132  ‐ #601634  neural tube, neural tube defects, spina bifida, myelomeningocele, anencephaly, folate, folic acid, cobalamin, homocysteine, birth defect  41  4524, 4548  4552, 4522 #601665  obesity, body mass index, BMI, lipid storage, adipose, adiposity, overweight, obese, energy metabolism, feeding, satiety  56, 45, 35  3953  3953, 5122, 5443, 4160, 154, 155, 51738, 348, 7040, 5167, 9607, 51141 #605074  papillary renal cell carcinoma, papillary RCC, papillary renal tumor, renal carcinoma, renal tumor, papillary  46  5546  7030, 4233 #605462  basal cell carcinoma, multiple basal cell carcinoma, BCC, basal cell nevus syndrome  69  8643  5727 #608266  parathyroid carcinoma, primary hyperparathyroidism, parathyroid cancer, parathyroid tumor, elevated PTH  ‐  79577  ‐ #608556  Legionnaire disease, Legionnaire's, susceptibility to Legionnaire, pneumonia  43  7100  ‐ #609006  deafness, deaf, hearing, hearing loss, neurosensory deafness, neurosensory, vestibular areflexia, areflexia  ‐  83715  ‐ #609532  hepatatis C susceptibility, hepatitis C infection, hepatitis C, HCV, HCV infection  ‐  5788  3123, 3119, 3126, 3804 #610141  cardiac repolarization, cardiac polarization, qt interval, heart, cardiac, ion channel  44, 53, 72  9722  ‐ #610698  macular degeneration, macula, retina, fovea, eye  ‐  3075, 83872,  10516, 2074, 84839, 
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24  5654, 4567, 629, 717 Chromosome 2 traits #114480  breast cancer, cancer, tumor, cell cycle, mitosis, apoptosis, stomach, breast, mammary  ‐  580, 841, 1545  672, 675, 8068, 60500, 5002, 7157, 83990, 9821, 367, 5888, 11200, 8493, 5290, 207, 79728, 7040, 3161, 5728, 6794, 472, 8202, 7764, 6387, 6366, 2826, 2099, 2064, 3119, 3123, 1312, 1543, 3265, 1588, 1586, 23405, 27161, 27257, 9530, 56892, 2263, 4214, 4046, 27324 #115200  dilated cardiomyopathy, cardiomyopathy, cardiac dilation, systolic function, systole, myocardium, heart, cardiac muscle, cardiac  53, 44  1674, 7273  4000, 4607, 11155, 2218, 7414, 5664, 5663, 7112, 4625, 70, 5350, 10060, 8557, 8048, 6444, 2070, 6331, 7139 #125853  diabetes, type 2 diabetes, NIDDM, insulin, insulin resistance, obesity  45, 75, 56  11132, 4760, 2820, 3667  8835, 6517, 6514, 9479, 3767, 6927, 6928, 208, 56729, 84105, 5506, 5770, 5167, 2053, 3990, 6934, 5468, 3119, 3125, 3126, 3117, 
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9370, 5078, 7021, 6833, 4536, 4540, 7466 #137215  gastric cancer, stomach cancer, cancer, tumor, cell cycle, mitosis, apoptosis, stomach, gastric carcinoma  ‐  4436, 3553  999, 4292, 5728, 6794, 7157, 3659, 9, 3119, 3117, 7124, 1571 #141749  fetal hemoglobin, HbF, F cells, hemoglobin  23, 21  53335  3047, 3048, 3043, 3045, 3040 #165720  osteoarthritis, Heberden nodes, arthritis, Heberden, joint pain, knee, degenerative arthritis, degenerative joint disease, inflammation, synovial fluid, cartilage  ‐  2487, 388, 3552  54829, 23143, 8200, 1280, 2099, 2100, 367, 51314 %209850  autism, autistic, brain, cognition, cognitive, behavior, mental, neuron, psychiatric, neuropsychiatric, neurotransmitter, pervasive developmental disorder  41, 29  8604  54413, 57502, 4204, 6532, 3690, 4233, 2020 #211980  lung cancer, lung carcinoma, cancer, tumor, cell cycle, mitosis, apoptosis, adenocarcinoma, alveolar cell carcinoma, small cell lung cancer, non‐small cell lung cancer, nonsmall cell lung cancer, NSCLC, smoking, tobacco 




%601694  leptin levels, leptin  56  5443  ‐ #609423  HIV susceptibility, HIV, AIDS, acquired immunodeficiency syndrome, human immunodeficiency virus, CD4‐positive, CD4+  7  3577  1234, 1231, 6352, 6387, 6349, 1524, 30835, 9560, 3566, 3106, 3107, 3813, 3804, 3458, 6347, 6356, 30834 #609755  celiac disease, celiac, inflammation, inflammatory, autoimmune, autoimmunity, intestine, bowel, gluten  ‐  1493  4650, 84162, 132612, 3558, 59067, 3117, 3119, 3125 #609830  abdominal fat distribution, body fat distribution, fat distribution, abdominal fat, body fat, adipose, subcutaneous fat, fat cells, obesity, waist, abdominal obesity 
56  5443  5468, 5770 





Reference  Gene  Trait  Rank 
(genome) 
Rank 
(locus) Original set of 56 gene‐trait associations [Mullighan, et al. 2007]  PAX5  acute lymphoblastic leukemia  2302  16 [Riemenschneider, et al. 2006]  PLAU  Alzheimer’s disease  115  1 [Rogaeva, et al. 2007]  SORL1  Alzheimer’s disease  148  2 [Liu, et al. 2007]  HNT  Alzheimer’s disease (late‐onset)  1094  12 [Liu, et al. 2007]  OPCML  Alzheimer’s disease (late‐onset)  486  7 [Durand, et al. 2007]  SHANK3  autism spectrum disorders  3345  26 [Frayling, et al. 2007]  FTO  body mass index  6935  38 [Seal, et al. 2006]  BRIP1  breast cancer  1912  21 [Cox, et al. 2007]  CASP8  breast cancer  67  1 [Easton, et al. 2007b]  FGFR2  breast cancer  5404  39 [Easton, et al. 2007b]  LSP1  breast cancer  7108  55 [Easton, et al. 2007b]  MAP3K1  breast cancer  359  5 [Erkko, et al. 2007]  PALB2  breast cancer  11251  77 [Easton, et al. 2007b]  TOX3  breast cancer  10741  65 [Sun, et al. 2007]  CASP8  cancer (multiple types)  67  1 [Hata, et al. 2007]  AGTRL1  cerebral infarction  3045  15 [Kubo, et al. 2007]  PRKCH  cerebral infarction  4309  27 [Pare, et al. 2007]  EDN1  coronary artery disease  1816  2 [Rioux, et al. 2007]  ATG16L1  Crohn’s disease  5657  45 [Rioux, et al. 2007]  FAM92B  Crohn’s disease  14848  119 [Rioux, et al. 2007]  NCF4  Crohn’s disease  3566  31 [Rioux, et al. 2007]  PHOX2B  Crohn’s disease  3349  10 [Shaw‐Smith, et al. 2006]  MAPT  developmental delay, learning disability  176  1 
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[Duffy, et al. 2007]  OCA2  eye color  621  8 [Chan, et al. 2006]  MSH2  hereditary nonpolyposis colorectal cancer  141  2 [Gao, et al. 2007]  CHD7  idiopathic scoliosis  3936  26 [Dempfle, et al. 2006]  VDR  idiopathic short stature  361  2 [Duerr, et al. 2006]  IL23R  inflammatory bowel disease  946  4 [Lucae, et al. 2006]  P2RX7  major depressive disorder  5105  31 [Dieterich, et al. 2007]  AURKC  male infertility  399  3 [Papassotiropoulos, et al. 2006]  WWC1  memory performance  1630  16 [Tarpey, et al. 2006]  AP1S2  mental retardation  4944  27 [Bierut, et al. 2007]  DLG4  nicotine dependence  4  1 [Bierut, et al. 2007]  GABARAP  nicotine dependence  1559  10 [Miyamoto, et al. 2007]  GDF5  osteoarthritis  20  1 [Tosh, et al. 2006]  MICA  paucibacillary leprosy  358  9 [Tosh, et al. 2006]  MICB  paucibacillary leprosy  784  32 [Bogdanova, et al. 2007]  ANXA5  pregnancy loss  744  3 [Cargill, et al. 2007]  IL23R  psoriasis  1767  4 [Chen, et al. 2006]  ACSL6  schizophrenia  2361  17 [Chen, et al. 2006]  CDC42SE2  schizophrenia  3879  29 [Choudhury, et al. 2007]  FXYD6  schizophrenia  4077  39 [Chen, et al. 2006]  RAPGEF6  schizophrenia  1691  7 [Graham, et al. 2006]  CD28  systemic erythematosus lupus  253  5 [Graham, et al. 2006]  CTLA4  systemic erythematosus lupus  233  5 [Graham, et al. 2006]  ICOS  systemic erythematosus lupus  379  9 [Romeo, et al. 2007]  ANGPTL4  triglyceride levels  366  4 [Zeggini, et al. 2007]  CDKAL1  type 2 diabetes  6107  32 [Zeggini, et al. 2007]  CDKN2A  type 2 diabetes  2755  9 [Zeggini, et al. 2007]  CDKN2B  type 2 diabetes  16521  75 [Zeggini, et al. 2007]  FTO  type 2 diabetes  7615  45 
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[Zeggini, et al. 2007]  HHEX  type 2 diabetes  4338  20 [Zeggini, et al. 2007]  IDE  type 2 diabetes  129  2 [Zeggini, et al. 2007]  IGF2BP2  type 2 diabetes  1403  12 [Zeggini, et al. 2007]  SLC30A8  type 2 diabetes  2829  18 [Dewan, et al. 2006]  HTRA1  wet age‐related macular degeneration  1645  20 
Average (±  s.e.m.)  3000±483  20±3 Additional 19 gene‐trait associations [Broderick, et al. 2007]  SMAD7  colorectal cancer  954  11 [Shen, et al. 2007]  LRP8  coronary artery disease  10108  42 [Sulem, et al. 2007]  SLC24A4  hair and eye color  16356  62 [Sulem, et al. 2007]  KITLG  hair color  387  2 [Willer, et al. 2008]  GALNT2  HDL cholesterol levels  9698  68 [Willer, et al. 2008]  MMAB  HDL cholesterol levels  11712  95 [Willer, et al. 2008]  MVK  HDL cholesterol levels  364  4 [Willer, et al. 2008]  CELSR2  LDL cholesterol levels  7940  22 [Willer, et al. 2008]  PSRC1  LDL cholesterol levels  14850  112 [Willer, et al. 2008]  SORT1  LDL cholesterol levels  435  6 [Mio, et al. 2007]  COL11A1  lumbar disc herniation  170  2 [Stefansson, et al. 2007]  BTBD9  restless legs syndrome  4803  44 [Plenge, et al. 2007]  C5  rheumatoid arthritis  231  5 [Plenge, et al. 2007]  TRAF1  rheumatoid arthritis  389  4 [Stokowski, et al. 2007]  SLC24A5  skin pigmentation  1389  9 [Stokowski, et al. 2007]  SLC45A2  skin pigmentation  133  2 [Willer, et al. 2008]  ANGPTL3  triglyceride levels  187  6 [Willer, et al. 2008]  MLXIPL  triglyceride levels  273  2 [Willer, et al. 2008]  TRIB1  triglyceride levels  14856  116 










Symbol Original set of 56 gene‐trait associations 17053108  macular degeneration, eye, neovascular, retina, macular  ‐  5654  HTRA1 17053149  brain, memory, neuron, hippocampus, axon, dendrite  24, 32, 35, 36  23286  WWC1 17033622  breast cancer, tumor, cancer, cell cycle, mitosis  ‐  83990  BRIP1 16951683  cancer, colorectal cancer, endometrial cancer, tumor, nonpolyposis, mitosis, cell cycle  1  4436  MSH2 16906163  mental retardation, brain, developmental delay, hypotonia, muscle, craniofacial  29, 41, 75  4137  MAPT 17030554  schizophrenia, neuron, axon, dendrite, brain  24, 33  56990  CDC42SE2       51735  RAPGEF6       23305  ACSL6 17000707  lupus, systemic erythematosus lupus, autoimmune, immunity  ‐  940  CD28       1493  CTLA4       29851  ICOS 16923796  leprosy, autoimmune, immunity, leper  ‐  4276  MICA       4277  MICB 16905557  stature, bone, long bones, bone length, height  ‐  7421  VDR 16822851  depression, neurotransmitter, neuron, axon, dendrite  29  5027  P2RX7 16825285  Alzheimer's, Alzheimer, dementia, amyloid, beta‐amyloid, neurofibrillary  29, 24, 30, 33  5328  PLAU 17186471  mental retardation, brain, hypotonia, muscle  29, 41, 75  8905  AP1S2 17068223  inflammatory bowel, bowel, inflammation, Crohn's, gastrointestinal, ulcerative colitis, ileum, colon  ‐  149233  IL23R 17173049  autism, neuron, Asperger, brain, Asperger's  29, 41  85358  SHANK3 
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17220890  Alzheimer's, Alzheimer, dementia, neurofibrillary, amyloid, beta‐amyloid,   29, 24, 30, 33  6653  SORL1 17206144  stroke, cerebral infarction, arteriosclerosis, atherosclerosis, arteries  ‐  5583  PRKCH 17236130  eye color, iris, eye  ‐  4948  OCA2 17434869  obesity, bmi, fat, obese, body mass  56  79068  FTO 17435756  inflammatory bowel, bowel, inflammation, Crohn's, gastrointestinal, ulcerative colitis, ileum, colon  ‐  55054  ATG16L1       8929  PHOX2B       4689  NCF4       339145  FAM92B 17450141  cancer, tumor, cell cycle, lung cancer, mitosis  ‐  841  CASP8 17435757  infertility, fertility, sperm, spermatozoa, testis, male factor  60, 61, 62, 63  6795  AURKC 17322881  triglycerides, HDL, cholesterol, fatty acids  56, 58, 45, 79  51129  ANGPTL4 17384641  osteoarthritis, bone, arthritis, cartilage  ‐  8200  GDF5 17293864  breast cancer, tumor, cancer, cell cycle, mitosis  ‐  841  CASP8 17287723  breast cancer, tumor, cancer, cell cycle, mitosis  ‐  79728  PALB2 17529967  breast cancer, tumor, cancer, cell cycle, mitosis  ‐  2263  FGFR2       27324  TOX3       4214  MAP3K1       4046  LSP1 17344859  acute lymphoblastic leukemia, leukemia, cancer, blood cells, acute lymphocytic leukemia, mitosis, cell cycle  7, 8, 9  5079  PAX5 17463249  diabetes, type 2, obesity, obese, insulin  56, 58, 45, 79  79068  FTO       54901  CDKAL1       3087  HHEX       3416  IDE       1029  CDKN2A       1030  CDKN2B       10644  IGF2BP2 
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      169026  SLC30A8 17158188  nicotine, smoking, cigarette, addiction, neurotransmitter, axon, neuron, dendrite  38  11337  GABARAP       1742  DLG4 17339269  thrombosis, pregnancy, thrombophilia, pregnancy loss, pregnant, abortion, miscarriage  ‐  308  ANXA5 17309882  stroke, brain infarction, atherosclerosis, arteries, thromboembolism, blood vessel  ‐  187  AGTRL1 17564960  Alzheimer's, Alzheimer, dementia, amyloid, beta‐amyloid, neurofibrillary  29, 24, 30, 33  4978  OPCML       50863  HNT 17436250  spine, scoliosis, caudal, spinal, vertebral, vertebrae, vertebra  ‐  55636  CHD7 17357072  schizophrenia, neuron, axon, dendrite, brain  24, 33  53826  FXYD6 17357073  HDL, cholesterol, coronary artery disease, LDL, artery, arteries  45  1906  EDN1 17236132  psoriasis, T‐cell, inflammation, inflammatory, arthritis, skin  69  149233  IL23R Additional 19 gene‐trait associations 17934461  cancer, colorectal cancer, tumor, mitosis, cell cycle, colon  1  4092  SMAD7 17847002  coronary artery disease, coronary artery, heart, coronary, heart attack, myocardial infarction  44  7804  LRP8 17952075  eye color, hair color, pigmentation, iris, hair, pigment  ‐  123041  SLC24A4 17952075  hair color, pigmentation, hair, pigment  ‐  4254  KITLG 
17999364  lumbar disc herniation, lumbar disc, intervertebral disc, vertebra, vertebrae, vertebral, herniation, hernia, lumbar spine, lumbar  ‐  1301  COL11A1          
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COL11A1  lumbar disc herniation  COL9A2 COL9A3 CILP ACAN  1:87114611‐118346635  1 





SLC24A5  skin pigmentation  OCA2 HERC2 TYR KITLG SLC24A4  15:32200461‐57222161  1 
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Table 4.1: SNP genotyping assay details   Assay  SNP  Gene  PCR primer 1 (ACGTTGGATG‐)  PCR primer 2 (ACGTTGGATG‐)  Extension primer 1  rs1130214  AKT1  AAGACAGGACCAGGATGCAG  TGGGGTTTCTCCCAGGAGG  GGGTTTCTCCCAGGAGGTTTTTG 1  rs1130233  AKT1  CAGCTGTTCTTCCACCTGTC  ACACAATCTCAGCGCCATAG  TGGCCCGGTCCTCGGAGAACACACG 1  rs1130295  AKT1  TGTCTCTGAGGACGTCATCG  TAAACCTTGCTCCTCTGTCC  GACTCCCCCATCCCTGGTCCCATCCCA 1  rs1130443  AKT1  TACCGTGGAGAGATCATCTG  TTTGTGACAGGAAAGCCCTC  CCCTCCCCCTTCCCCTT 1  rs11555432  AKT1  TCTCCTCCATGAGGATGAGC  ATGTACGAGATGATGTGCGG  ACCAGGACCATGAGAAGC 1  rs11555434  AKT1  CGACACTGTGGCCTTGTTTC  AAGCGATGCTGCATGATCTC  TTGCGTCCTCGGAGCCCCC 1  rs11848899  AKT1  GCAGTTGGTGGATAAGATGG  ACGCTAACTGAGCGGGAAGA  AGCGGGAAGACTGATGA 1  rs12588965  AKT1  GTTTCTGTCGCTGGCCCTA  AGGACAGATGTGCCTGGGAT  GTGGCAGGCGCGGTACGGGAGC 1  rs17846831  AKT1  ACAGCATTGCGTGTGCTCAG  TTTTGCGGCACACCTGAGTA  TGCGGCACACCTGAGTACCTGGC 1  rs2230508  AKT1  GACTACCTGCACTCGGAGAA  TCAGTGCCGCCAGGCCCCCA  ACCTTGAGGTCCCGGTACAC 1  rs2494731  AKT1  TGCAGACAGGACTCTCAATG  TCACGTGTGCACATCACCTT  TCTCACCTTATAGTCACCCTT 1  rs34558581  AKT1  CAATGCCACATTGCGCATAG  CCTCAGCCCTCAGAACAATC  CCTAGCCCTCAGAACAATCCGATTCA 1  rs34670300  AKT1  CACCCTCATCTCCACCCTG  ACGCCATGAAGATCCTCAAG  GATCCTCAAGAAGGAAGTCAT 1  rs35416681  AKT1  TGCCACCAGGTTGAACTGAG  ATGTGTCCCCTCACTCTGTC  CCCGGCTGTCTGTCACCAGCTA 1  rs36214921  AKT1  ACTTTTCGTCCGTGGGAAAC  TGCCCCGGGGTTGGAGAAA  GGGTTGGAGAAAGACTCGC 1  rs3803304  AKT1  TATCAGTGTAGTCTGGGAGG  TACACCTCCATCCCCTCATC  GCATCCCCAGGCTGCACCTGCCCCT 1  rs3840005  AKT1  ACAGGGAGTCAGGGAGGGC  AGATGATCTCTCCACGGTAG  CACTTGACCTTTTCGAC 2  rs10138227  AKT1  CCAGGAGGTTTTTGGGCTTG  AGGAAGACAGGACCAGGATG  GTGCAGGCCACTGGCGCAAA 2  rs1130526  AKT1  ATAATATGGAACCTTCCCTC  CACTCTTCCACCCAGCAAAG  TTGAAAAGCAACTTTTATTGAA 2  rs11555430  AKT1  TGGCTTCTCTCAAATGCACC  ACGATAGCTTGGAGGGATGG  TATAGCTTGGAGGGATGGAGAGGCG 2  rs11555433’  AKT1  TTGAGTACCTGAAGCTGCTG  GATCTTCATGGCGTAGTAGC  CTGTGGCCTTCTCCTTC 2  rs11555435  AKT1  TGGCCGAGTAGGAGAACTG  TCTACACCCACAGATGACAG  CCACAGATGACAGCATGGAGTGT 2  rs12881616  AKT1  ACAGCATTGCGTGTGCTCAG  TTTTGCGGCACACCTGAGTA  TGAGTACCTGGCCCCCG 2  rs17846825  AKT1  CAGGCACAGGCAGAAGTGG  GCTGAAGAGATGGAGGTGTC  GTCCCTGGCCAAGCCCAAGCACCG 2  rs2494746  AKT1  AGCTTCTGGCTCTGCTTCC  AACAAGCAGGGGACAGCACA  GGGATGGAGAAGGCAGGATG 2  rs2494748  AKT1  ACAGGCACTCACAGACCCT  ACAAACGAGGTTAGTACCCG  TGCCTGGGGAGGGAGAGAC 2  rs28730786’  AKT1  AGCCTGAGAGGAGCGCGTGA  CCAACCCTCCTTCACAATAG  CACGTCGCTCATGGTGCCC 2  rs41307094  AKT1  AGAGTGAGGGGACACATGG  CCGATTCACGTAGGGAAATG  CATGTTAAGGACTTCTGCAGCTATG 2  rs4375597’  AKT1  TATCAGGCTGCCCTGCTACT  CAGGACCTGGTTCCTGTAAG  ATTCCCTGGCTCTTCCAGCCTCA 2  rs55707948  AKT1  TCCCCCTCAGATGATCTCTC  GCGACAGCGGAAAGGTTAAG  CGTCGAAAAGGTCAAGT 
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2  rs55874341’  AKT1  CACATCATCTCGTACATGAC  TGCAGGTGCTGGAGGACAA  GGCAGGTGCTGGAGGACAATGACTA 2  rs58565216  AKT1  CCTCCCTGACTCCCTGTGG  GTAAAAAAACGCCGTGGTGC  CTGGCCAGGAGGCGTGGA 3  rs11555429  AKT1  CCTCCTGGCCAGACGCTG  GGGAAGGTTCCATATTATAT  CGTTGAATGTTGTAAAAAAACGCC 3  rs11555431  AKT1  TGTAGCCTGTAGCTGGGATG  GGCCAAGTCCTTGCTTTCAG  GGCTGCTCAAGAAGGAC 3  rs17846826  AKT1  TTCTCGGGTGCATTTGAGAG  GCTGCCCACAGCACAAAAAC  AAACGTCTTTCCATCTGGGCTC 3  rs2230506  AKT1  CTGGAAAGAGTACTTCAGGG  CCACACACTCACCGAGAAC  CACTCACCGAGAACCGCGTC 3  rs2494735  AKT1  CTTCCATGTGGAGACTCCTG  ATCCCCGTGTCCCTCCTAAG  AAGCGCTGGGGCTGCCCAAG 3  rs2494738  AKT1  AGGACAGATGTGCCTGGGAT  TTTCTGTCGCTGGCCCTAAG  GCCCTAAGAAACAGCTCC 3  rs2498793  AKT1  ACTGGCTGGTTTAGGGCTG  TGGAGTACCATGGACAGGAG  CCAGAGGTCTGGGCCAGTCTGC 3  rs2498796  AKT1  AGCTCCCCTTGCATACCAC  AGAAACTGAGGCTTGGAGAG  GGAAGAGATGGGGCTTCC 3  rs34865723  AKT1  TGCCACCAGGTTGAACTGAG  ATGTGTCCCCTCACTCTGTC  CTCTGTCAGCCAGCCGC 3  rs3803305  AKT1  ATGGCCACCCCCACAGGGA  CGGTAGCACTTGACCTTTTC  AGTTCCGCTGTCGCCCCAGGCCCT 3  rs56217512  AKT1  TGAGAGGAGCGCGTGAGCGT  GGTACTAACCTCGTTTGTGC  TCCAACCCTCCTTCACAATAGCCAC 3  rs56289559  AKT1  TGGTCCTGGTTGTAGAAGGG  TGGAGGACAATGACTACGGC  TGGTCATGTACGAGATGATGTG 4  rs11555436  AKT1  ATGATGGCACCTTCATTGGC  CACAGAGAAGTTGTTGAGGG  ACGTTGGTCCACATCCT 4  rs17102385  AKT1  GAATGTTGTAAAAAAACGCC  TCCACGCCTCCTGGCCAGA  GGAATCCTGGCCAGACGCTGC 4  rs1804268  AKT1  CTCTGTCCCACTGGGTAAAC  TAAGGCCGTGTCTCTGAGGA  TCTGAGGACGTCATCGGAG 4  rs2494732  AKT1  TTTCAGGGCTGCTCAAGAAG  GATGAGGGGATGGAGGTGT  GATGGAGGTGTAGCCTG 4  rs2494749’  AKT1  ACAGGCACTCACAGACCCT  ACAAACGAGGTTAGTACCCG  TTTGCCTGGGGAGGGAGAGA 4  rs34409589  AKT1  TTCTTGAGGAGGAAGTAGCG  TAGAGTGTGCGTGGCTCTCA  CCCGCACGTCTGTAGGG 4  rs61761249  AKT1  TCCCTACGTGAATCGGATTG  GGAAGAAAACTATCCTGCGG  CTCCGGGTGTGGCCTCAGCC 5  rs1154355  GRM7  ATTGGAAATGGGATAATGGG  CTGGACAACACAGCAAGACC  GTACCACAGCAAGACCTTGTTTCCC 5  rs12630300  GRM7  GGGCCACTTTTCAATTTGAG  GAAAGGTAAGGTAGTGCAAC  TGTAGTGCAACTCTTCCATA 5  rs17046224  GRM7  GCTTAAGCGTATCTATTTAC  TAAGGGTTTGTGTGCTCAAG  AGGGGTTGTGTGCTCAAGTTTCTA 5  rs17046239  GRM7  CACATGATCTTTGGGACAAC  TAAAGACTTCTGGGCTCCTG  GGCCCCTGAGGCTTTTCATATAAAC 5  rs191443  GRM7  GAAGAAAGAGGCTCTCTAGG  ATAGCCTCCTACAAAGGGTG  CTCCTACAAAGGGTGCAATTA 5  rs340657  GRM7  ATAGGTGTCACTGCCATTTG  TCCCACTCACCATCTGTTAG  TGTGGAGGCAGAGATTGTTATA 5  rs3846161  GRM7  ATGGCCATCACATGAGAACG  ACAGAGCTGGATGGAGAAAG  GGATGGAGAAAGAATTCG 5  rs6443074  GRM7  CCCTTGCTACATTCTGACTC  ATCCACCTGAATCAGATGCC  CATTCAATTCCAAGTCTATAGTG 5  rs7644436  GRM7  CCACAATGAATGACCTTGAC  GGCAGATGTGTTTTTCCCTC  AATGAGGTTCAGAGAGGCTA 5  rs7651971  GRM7  GGTAGGTGTTTAGCCCTACT  CATTTGCAGAGCCCTTGTTG  CCCTCAGAGCATTTAGT 5  rs983534  GRM7  GTTAAGAGGTGGGTTCTTGC  AGGCTGAGGCAAGAGAATTG  AGGCCAGAAATTCGAGA 5  rs1124376  KAT2B  ATCTTGGACAGCACAGTTGG  AGGAATGAAGAGAGGGAGAC  AGAGGGAGACAACATGGGGT 5  rs1610186  KAT2B  GGGAAGTCTCAGTCATTATG  ACTTCCTCCACTGAGTCTTG  GGGATCCCAGTACAAAGTA 
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5  rs2929401  KAT2B  CACCTGGCACATTAAATAAC  ACAAGCCTCAGATTTCGCAG  GGATCCTCAGATTTCGCAGCTGTAAT 5  rs11128927  RAB5A  TGCGAGTGGCTCAGATCCGA  ATAACAATGGCGCTGGAGAG  GGGGAAGGGGAGAAAGGC 5  rs4241540  RAB5A  AGCAGGAGACACCCACTTAG  CACTGATGTCCTTTGTATGC  AAAGGGTGGACCACTTGGTTGTCAGT 5  rs6790199  RAB5A  TGAGGACCACTGTTCTAAGC  GATGATGGAACTGTACATGA  CCCGTACATGAAAATAACATTCCTCTT 5  rs6796538  VHL  TCACTCTCGGCACCTCCTTG  AGAAAGGGGCTCCCACAGT  GGGTTGCAGCCGCATGCTGGAC 6  rs339807  GRM7  GGATATGCCCCTCTTACTTG  AGCCAAGACTTGATCACAGG  GGGTGGATCAGTTCTCCTGAAACCAT 6  rs393046  GRM7  TTTCAGTCTGGAGTGCAAGG  CTGTACATGTATCCCAGCAC  TACAACGATCTTCTCCC 6  rs4108607  GRM7  CATAAATCCCTTTTCTGCCAC  GTACTGCAATAATGAAAGC  ACTGCAATAATGAAAGCAAATCC 6  rs9870018  GRM7  ACCACACACCCAGAAATATG  TGGTCTTCATAATACCTCCC  GCTTTTCCTACATTTGCAC 6  rs9872244  GRM7  GGGAAAAGCAGAGAGAAATG  TGAAACCTCTTAGGTTTGGG  GGGAAATTTCAATAGCAGA 6  rs9882058  GRM7  GATCAATCTGATTAGGAGGAC  TGTTGGATACCAAAGACCAC  AACAATTTTAGTCCTTCAGAATCTA 6  rs12639078  KAT2B  GGTAAAGGGTGGATGAACAG  AAAGAATTGCGCACTGTGCC  GCGAACTGTGCCCATTACCTAGACTCT 6  rs1915919  KAT2B  ATTCTGTACATAGCTCGCCC  AGGAGTTGATCATGAAGGGC  AGACGAATGAGAACAGGACAC 6  rs2623074  KAT2B  TTTTCAAGGTGCTTGAAAC  GCTTTCTTCTGAATTCAGGC  CCCCTTTCCAAAGCAGCACAT 6  rs2929402  KAT2B  TAATCAGTCCCCATGCGTTG  TTCTGGAACCTCCTGCATAC  TTCCTACCACACAAACCTCGCAAAA 6  rs2929408  KAT2B  GAGTGGGTAGCAAGAAATGG  ACAGGATTTGGCAAAGTGAC  GGAGTTGGCAAAGTGACAGCCCAG 6  rs13085694  RAB5A  AGTAACCATCAGCTGCCTTC  GTCCTTCCTTTGCCCAAAGC  TCCTTCTCAAAAATGCAACTCTTATCT 6  rs2929344  RAB5A  GGGTCAACATCTCTGGTATC  GCCAGTGTAAAGGTGATTGC  GGTGATTGCAAGATTCCA 6  rs2929346  RAB5A  TCTTCCACCTCTCTCACTAC  ACAGTCCCTTGACTCAACTC  TATGCTTTGACCCAAAAAGA 6  rs7613136  RAB5A  AAGGTTTCCATGAAGATGGG  AGCCTGGGCAACAGAGCAA  CAACAGAGCAAGACTCC 6  rs9810613  RAB5A  TACATGGCTGGACATATGTG  CAAAGTAATTGTACTGTGA  AGTCATTGTACTGTGAACACCC 6  rs3773341  RAF1  GCCAAACAGTTTGAAAACCC  AGTGGACGGAATAAAGTCTC  CCAGCAAACATTCTCCTAGCTCC 7  rs1154354  GRM7  AATCCCATTATCCCATTTCC  TTGCTTGCATTGTGCCTGTG  CTGTACCCCCACAAACAAAAA 7  rs339805  GRM7  TTTTTCCCCACTATTCAAGG  AGACTTCATTCCCAGTCTCC  TCCCAGTCTCCCCGACAAA 7  rs340660  GRM7  CAGCCTGTCTCTGTCTGAAA  CCCCTGGAATATTTTTCAGC  TTCAGCAAACACAGTCC 7  rs3749380  GRM7  GATCACTGTTGATCTGGTCC  CCTGCGGCGACATCAAGAG  CGGCGACATCAAGAGGGAAAA 7  rs9818072  GRM7  AGGAAAGATAACCTTTGCCC  CCTTCTGAATATCTTTGCCC  GTATCTTTGCCCTCATCTTTATC 7  rs9876241  GRM7  GAAGATGCTATGAAATTCAC  TAGCTAGAAGTGGGATTTGC  GTGGGATTTGCTTTCATTATTGC 7  rs9882865  GRM7  ACATGTTTATGGGCTGGCTC  CCAAAACAGGCTTGGCTTAG  TTGGCTTAGAAGACACA 7  rs2948083  KAT2B  CCCTTCTGCAGAAGGATTTC  GCCTCGCAGAGAATGAAAAC  CCTGGGGAATTCCTCTAGATAC 7  rs2948089  KAT2B  TAAGGCACTCCCTTTACTCC  TAGCATGAGGCAACAGTCAC  AGGAGGCAACAGTCACCATATCTTA 7  rs6806287  KAT2B  TCGTACCCAATCAAGTCCAG  GCAGGAATCTTAACCTGGAG  TCTTAACCTGGAGAGTGACA 7  rs4858660  RAB5A  GCCCAGGTTATTTAACCCAG  ACTGCTAGATCATGTCCACC  CTTTAAGCATTTCCCAAAGTATAT 7  rs713178  RAF1  TAGACATGGCTCAGAGTCGG  GGTTAAACTGCAGTGGAGTC  GGATTCAGTGGAGTCAGAGTCCGT 
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7  rs9855183  RAF1  GGATGGGGTAAGTGCTTTTG  ACACTCCTGGGAAGGAGAAC  GGCAGGCAGCAGGGGCAC 7  rs265318  VHL  TAGGGATGTAGGCATTTCTG  AGATTCATGCAAACATCCCC  CATCCATGCAAACATCCCCTCAGTT 8  rs1240966  GRM7  ATTTGCTTGCATTGTGCCTG  AATCCCATTATCCCATTTCC  CTTGAGATATTTTTGTTTGTGGG 8  rs2948097  KAT2B  CTAAGGGTCCAGCTTCATTC  GCCAAGACCATTCAATAGAG  GCTGGAAAAACTAGGTATCTG 8  rs13072891  RAB5A  ATGTTGGCTGCCTATTATTC  CAAGAGCAAAAATCTGCCTC  TCCTGTGGAGAAATATGTT 9  rs12487836  GRM7  CTAAATGTGAGTGCCAGATTC  TTGCAGTGTGCCATCCATTG  GTCCATTTGACAGATCTATTCAGTA 9  rs17046322  GRM7  TATTTTTTTCCTGGGCCCTG  GGGCTAATGCCCACATCAAG  GCCCACATCAAGTTAATTG 9  rs340655  GRM7  TTTGGTGAGTTTGTGGGAAC  CAAAAGCAGTCTGAATACAGG  TTGACTAGTAATGACCAAGA 9  rs414907’  GRM7  CTCTTAGCCTTGCTGTTATC  TTAGTGACATTACTCAGTGG  CCTCAGTGGAATGAAACTTTTT 9  rs421802  GRM7  CCACAAATGTAAATACAAAG  GCTTCAGAAGTGTGAAATTAC  TGCAGAAGTGTGAAATTACAAACATG 9  rs7651591  GRM7  GGTGGACTTCCACAAGTTTC  GCCACAATGATCGATTAGTC  CTGTGTGTGTGTGTGTATTAG 9  rs2929404  KAT2B  TAGCTAGCTTTGTGGTCTGC  AAGTCTGCCATGAACCAAGG  CGGGAAACACACTTAACTATGAGTA 9  rs6765791  KAT2B  AAGGACATAGCACTCACTGG  TGGCATAAGAAGTCACCCAC  GTCAGGTGGAAAGAGCAA 9  rs9874923  KAT2B  GCCCATCAACTAGTTAACGC  GTTGTAGCATATGTCAGCAC  CATATGTCAGCACTTCTTTAT 9  rs2127956  RAB5A  CGTGAGTGTAGTTAGGGAAG  TCCTGGGTGCTGAGTAATAC  GGTTATTACTCTTCCTCACATTAATTG 9  rs6778866  RAB5A  AAGCCTAGAGATGCAGTACC  GTTAGCCCAGAGATTAGCAG  GGAGATTAGCAGGGAGCAG 9  rs9858341  RAB5A  GTGTTTTAAATTGAAAAAGC  GCAGAGTCATGAGTTGAACTT  TCGCCAACATATATTCCATCTAG 9  rs2442809’  RAF1  CGACAGAACGAGACTCTATC  TGCTAGGGATTACAGGTGTG  CCACCACACCTGGCCTA 9  rs2596831  RAF1  GATGGCCCAGTGAACTAATG  CCCCAGTCCCAAAAACAAAC  GTGGCATTCTGAGCAAA 9  rs5746223  RAF1  AACCCATGTCATCTGTTTCC  GCCAGTGCTATAACTAAAATG  AGACAAAAATTGGAAGTATGGTTA 9  rs7956  RAF1  GCTGATGGCAAGTCTTGTAG  TTGGAACAAGCTAGTGCTGG  AGCTAGTGCTGGTTCACAAGGTT 9  rs388600  VHL  GTCAGTGGTTTGCAACCCTG  GTAGGGCTAGGCATTTATAC  TTAAAAGCACCCCAGATGTTTCTA 10  rs163540  GRM7  GGCTGCAAGTAACAGAAAAC  CCCCAATGCTTCCTCTTTTG  CTGCTCATTGCATAGGT 10  rs9838115  GRM7  ACACTGTGGAATCAGCTAGG  GAAGTCTGGTACTGGTTTGC  GGTTTTGCCTGCTATACGGAGGGG 10  rs4858754  KAT2B  ACTCTCTGAACACTAGCTGG  TAACCTGTGGGATGTGATGC  TTGGGATGTGATGCTATCTCCA 10  rs10510497  RAB5A  TTTCCTGCTTCACCCATCAC  GAATGAGAGAAGAGGAAAAG  AGAAACTTTATGTGGTGGTCAG 10  rs11128930  RAB5A  CAGTGCACTCATAACAACTC  GATTAAGAGGATGAAGGAGG  ATGAAGGAGGTAAACTAGAA 10  rs12488378  RAB5A  GCAATCCGATCTCAAAGCAG  GGACAGACCACTATGGTAAG  ATAGCTTTGACTCAGGTTACT 10  rs13081007  RAB5A  GCTTCTGAAGGTTCTCTCTG  TCACCTTTACACTGGCCTTC  AGCCCACTGCAGTCTCTC 10  rs2454436  RAF1  TTAACGGCAGGGATACCTTC  GGCTGTACCTTCTTGGTTTG  CTTTATGATGTGTGCATGA 10  rs3729931  RAF1  AGGGAAAGAAAACAGCTGAG  TAAGCAGCTAGAGGGTTAGG  ACTTGTTATTATCTGTTGTTCATT 10  rs166538  VHL  AAACCGTATCAGGGCTGTTC  CTCAAAATCCTCCCTACTGC  CCCGAGTTGCTCCACGCCAG 11  rs11555433  AKT1  TTGAGTACCTGAAGCTGCTG  GATCTTCATGGCGTAGTAGC  TAGCGGCCTGTGGCCTTCTCCTTC 11  rs2494749  AKT1  ACAGGCACTCACAGACCCT  ACAAACGAGGTTAGTACCCG  GGGCCTGGGGAGGGAGAGA 
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11  rs28730786  AKT1  CCAACCCTCCTTCACAATAG  AGCCTGAGAGGAGCGCGTGA  GTGAGCGTCGCGGGAGCCT 11  rs4375597  AKT1  TATCAGGCTGCCCTGCTACT  CAGGACCTGGTTCCTGTAAG  CCTGGCTCTTCCAGCCTCA 11  rs55874341  AKT1  CACATCATCTCGTACATGAC  TGCAGGTGCTGGAGGACAA  CAGGTGCTGGAGGACAATGACTA 11  rs414907  GRM7  CTCTTAGCCTTGCTGTTATC  TTAGTGACATTACTCAGTGG  TTACTCAGTGGAATGAAACTTTTT 11  rs11621560  HSP90AA1  GTTGTTGAGGAAGGAAGAGG  AACCCCAAGTTCTTCCACTC  TTCCACTCCTGCTTCAC 11  rs1190583  HSP90AA1  GCAAAACTACATCTCCTCAC  ACATCTTTTCACAATCGAGG  TTCACAATCGAGGAAGTTTAGA 11  rs2298877  HSP90AA1  GCTGCTTGGAGGTATTAAAG  CTTAAAGCCAGCTATTAGGG  CCAGCTATTAGGGTAATACTC 11  rs7160651  HSP90AA1  GGAAGTCTGCACTGAAACTC  CTATGTGGCCAATTGACCAG  TCAGGCCACCTTGTCAC 11  rs8005080  HSP90AA1  CAGGAATACCCCAACCAAGG  TATCTCCTTCCCAGAGCTTC  CCTTCCCAGAGCTTCTCCGAAC 11  rs8005905  HSP90AA1  GTACCAAGAAAAGGCCCAAG  TCCAGAGACAGAGTAGAGTG  GGTGGATCCAGACACCA 12  rs17846829  AKT1  TTAACCTTTCCGCTGTCGCC  GCAGCGGCAGCGTCTGGC  AGCGTCTGGCCAGGAGG 12  rs2498791  AKT1  CTGAGCCTGCTCTGCTCTC  TCCCCTCCCCCAGCCACAG  GCAGCGGGCAGGCAGGGGC 12  rs1190584  HSP90AA1  TCCTCGATTGTGAAAAGATG  TTATATACTCCGAGCACTT  CTCCGAGCACTTCAGAAT 12  rs2442809  RAF1  CGACAGAACGAGACTCTATC  TGCTAGGGATTACAGGTGTG  CCACCACACCTGGCCTA S  rs12588965  AKT1  AGGACAGATGTGCCTGGGAT  GTTTCTGTCGCTGGCCCTA  AGCTGTCGCTGGCCCTAAGAAAC S  rs2494749  AKT1  ACAGGCACTCACAGACCCT  ACAAACGAGGTTAGTACCCG  GCCTGGGGAGGGAGAGA S  rs41307094  AKT1  AGAGTGAGGGGACACATGG  CCGATTCACGTAGGGAAATG  ATTAAGGACTTCTGCAGCTATG S  rs1240966  GRM7  ATTTGCTTGCATTGTGCCTG  AATCCCATTATCCCATTTCC  TCTTGAGATATTTTTGTTTGTGGG S  rs12630300  GRM7  GAAAGGTAAGGTAGTGCAAC  GGGCCACTTTTCAATTTGAG  AGTACATATTGACGTATGAGC S  rs7651591  GRM7  GGTGGACTTCCACAAGTTTC  GCCACAATGATCGATTAGTC  GTGTGTGTGTGTGTATTAG S  rs1190584  HSP90AA1  TCCTCGATTGTGAAAAGATG  TTATATACTCCGAGCACTT  ACTCCGAGCACTTCAGAAT S  rs1190587*  HSP90AA1  CCTGAAACACTCAGTAGATG  CCTTTCACTCTGATTATCAC  CCTCTGATTATCACTGTCAAGAC S  rs7160651  HSP90AA1  GGAAGTCTGCACTGAAACTC  CTATGTGGCCAATTGACCAG  GGTCAGGCCACCTTGTCAC S  rs8005905  HSP90AA1  GTACCAAGAAAAGGCCCAAG  TCCAGAGACAGAGTAGAGTG  GGGTGGATCCAGACACCA S  rs2623074  KAT2B  TTTTCAAGGTGCTTGAAAC  GCTTTCTTCTGAATTCAGGC  TTTCCAAAGCAGCACAT S  rs2948083  KAT2B  GCCTCGCAGAGAATGAAAAC  CCCTTCTGCAGAAGGATTTC  GAAGGATTTCCTGGGCA S  rs9874923  KAT2B  GCCCATCAACTAGTTAACGC  GTTGTAGCATATGTCAGCAC  CATATGTCAGCACTTCTTTAT S  rs9858341  RAB5A  GTGTTTTAAATTGAAAAAGC  GCAGAGTCATGAGTTGAACTT  CGCCAACATATATTCCATCTAG S  rs5746223  RAF1  GCCAGTGCTATAACTAAAATG  AACCCATGTCATCTGTTTCC  TTCCATATCTTTTAAAGATAAACATA S  rs713178  RAF1  TAGACATGGCTCAGAGTCGG  GGTTAAACTGCAGTGGAGTC  AGGCAGTGGAGTCAGAGTCCGT S  rs9855183  RAF1  GGATGGGGTAAGTGCTTTTG  ACACTCCTGGGAAGGAGAAC  GGAGCCAGGCAGGCAGCAGGGGCAC ‘Indicates that this SNP failed quality control filters and was re‐typed using a different primer set.  *This SNP is a tag SNP in perfect LD with rs1190583 in HSP90AA1.
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Table 4.2: Top ten identified candidate genes for the AKT1 and p70S6K 
phosphorylated:total protein ratio phenotypes.  Rank  Chromosome 14 genes (CANDID score)  Chromosome 3 genes          (CANDID score) 1  AKT1 (55.5)  RAF1 (69.4) 2  HSP90AA1 (54.2)  VHL (20.6) 3  CALM1 (33.6)  KAT2B (16.7) 4  TRAF3 (17.2)  GRM7 (11.2) 5  EVL (12.2)  RAB5A (11.4) 6  TSHR (9.9)  THRB (9.7) 7  MTA1 (9.3)  IRAK2 (8.4) 8  BEGAIN (9.1)  ATP2B2 (7.7) 9  CCNK (8.7)  SH3BP5 (7.5) 10  YY1 (7.9)  PPARG (7.2) 
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Table 4.3: All CEPH association test results for SNPs on chromosomes 14 and 3  Phenotype  SNP  Gene  Additive  Dominant  Recessive AKT1 ratio  rs10138227  AKT1  0.266  0.192  0.789 AKT1 ratio  rs1130214  AKT1  0.147  0.135  0.696 AKT1 ratio  rs1130233  AKT1  0.845  0.421  0.125 AKT1 ratio  rs11848899  AKT1  0.777  0.777  ‐ AKT1 ratio  rs12588965  AKT1  0.042  0.042  ‐ AKT1 ratio  rs2494732  AKT1  0.204  0.635  0.106 AKT1 ratio  rs2494738  AKT1  0.423  0.149  0.200 AKT1 ratio  rs2494746  AKT1  0.832  0.997  0.586 AKT1 ratio  rs2494748  AKT1  0.193  0.163  0.951 AKT1 ratio  rs2494749  AKT1  0.954  0.543  0.155 AKT1 ratio  rs2498796  AKT1  0.659  0.785  0.069 AKT1 ratio  rs3803304  AKT1  0.425  0.552  0.310 AKT1 ratio  rs41307094  AKT1  0.251  0.251  ‐ AKT1 ratio  rs11621560  HSP90AA1  0.898  0.867  0.963 AKT1 ratio  rs1190583  HSP90AA1  0.211  0.211  ‐ AKT1 ratio  rs1190584  HSP90AA1  0.0042*  0.0036**  0.564 AKT1 ratio  rs2298877  HSP90AA1  0.216  0.171  0.826 AKT1 ratio  rs7160651  HSP90AA1  0.518  0.518  ‐ AKT1 ratio  rs8005080  HSP90AA1  0.557  0.557  ‐ AKT1 ratio  rs8005905  HSP90AA1  0.136  0.136  ‐ p70S6K ratio  rs1154354  GRM7  0.831  0.872  0.465 p70S6K ratio  rs1154355  GRM7  0.922  0.688  0.408 p70S6K ratio  rs1240966  GRM7  0.506  0.506  ‐ p70S6K ratio  rs12487836  GRM7  0.408  0.466  0.585 p70S6K ratio  rs12630300  GRM7  4.10×10‐4 *  4.10 × 10‐4 *  ‐ p70S6K ratio  rs163540  GRM7  0.574  0.574  ‐ p70S6K ratio  rs17046224  GRM7  0.681  0.681  ‐ p70S6K ratio  rs17046239  GRM7  ‐  ‐  ‐ p70S6K ratio  rs17046322  GRM7  ‐  ‐  ‐ p70S6K ratio  rs191443  GRM7  0.022  0.046  0.076 p70S6K ratio  rs339805  GRM7  0.025  0.040  0.211 p70S6K ratio  rs339807  GRM7  0.538  0.382  0.442 p70S6K ratio  rs340655  GRM7  0.003  0.012  0.124 p70S6K ratio  rs340657  GRM7  0.010  0.037  0.105 p70S6K ratio  rs340660  GRM7  0.152  0.555  0.030 p70S6K ratio  rs3749380  GRM7  0.134  0.004  0.598 p70S6K ratio  rs3846161  GRM7  0.650  0.970  0.307 p70S6K ratio  rs393046  GRM7  0.005  0.113  0.005 
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p70S6K ratio  rs4108607  GRM7  0.085  0.150  0.441 p70S6K ratio  rs421802  GRM7  0.053  0.089  0.211 p70S6K ratio  rs6443074  GRM7  0.944  0.944  ‐ p70S6K ratio  rs7644436  GRM7  0.060  0.059  0.408 p70S6K ratio  rs7651591  GRM7  0.876  0.660  0.078 p70S6K ratio  rs7651971  GRM7  0.131  0.017  0.776 p70S6K ratio  rs9818072  GRM7  0.796  0.796  ‐ p70S6K ratio  rs9838115  GRM7  0.401  0.401  ‐ p70S6K ratio  rs9870018  GRM7  0.629  0.486  0.957 p70S6K ratio  rs9872244  GRM7  0.877  0.980  0.645 p70S6K ratio  rs9876241  GRM7  0.151  0.145  0.822 p70S6K ratio  rs9882058  GRM7  0.127  0.156  0.445 p70S6K ratio  rs9882865  GRM7  0.074  0.093  0.401 p70S6K ratio  rs1124376  KAT2B  0.785  0.785  ‐ p70S6K ratio  rs12639078  KAT2B  0.135  0.019  0.508 p70S6K ratio  rs1610186  KAT2B  0.584  0.902  0.358 p70S6K ratio  rs1915919  KAT2B  0.297  0.622  0.172 p70S6K ratio  rs2623074  KAT2B  0.140  0.221  0.216 p70S6K ratio  rs2929401  KAT2B  0.974  0.323  0.284 p70S6K ratio  rs2929402  KAT2B  0.471  0.674  0.475 p70S6K ratio  rs2929404  KAT2B  0.538  0.207  0.199 p70S6K ratio  rs2929408  KAT2B  0.208  0.320  0.216 p70S6K ratio  rs2948083  KAT2B  0.903  0.896  0.528 p70S6K ratio  rs2948089  KAT2B  0.780  0.780  ‐ p70S6K ratio  rs2948097  KAT2B  0.477  0.229  0.633 p70S6K ratio  rs4858754  KAT2B  0.570  0.183  0.728 p70S6K ratio  rs6765791  KAT2B  0.289  0.449  0.294 p70S6K ratio  rs6806287  KAT2B  0.488  0.488  ‐ p70S6K ratio  rs9874923  KAT2B  0.963  0.966  0.728 p70S6K ratio  rs10510497  RAB5A  1.000  0.837  0.501 p70S6K ratio  rs11128927  RAB5A  0.992  0.584  0.388 p70S6K ratio  rs11128930  RAB5A  0.826  0.492  0.426 p70S6K ratio  rs12488378  RAB5A  0.862  0.769  0.952 p70S6K ratio  rs13072891  RAB5A  0.960  0.501  0.546 p70S6K ratio  rs13081007  RAB5A  0.184  0.345  0.138 p70S6K ratio  rs13085694  RAB5A  0.784  0.428  0.499 p70S6K ratio  rs2127956  RAB5A  0.913  0.604  0.330 p70S6K ratio  rs2929344  RAB5A  0.813  0.422  0.291 p70S6K ratio  rs2929346  RAB5A  0.814  0.240  0.122 p70S6K ratio  rs4241540  RAB5A  0.838  0.729  0.229 p70S6K ratio  rs4858660  RAB5A  0.915  0.930  0.807 
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Table 5.1:  Correlations between “ratio” and “phospho ratio” phenotypes  Protein  Drug  Phenotype correlation AKT1  LY294002  0.38541*   rapamycin  0.45835* p70S6K  LY294002  0.57107*   rapamycin  0.71579* 4E‐BP1  LY294002  0.48323*   rapamycin  0.53439* *Associated P‐value < 0.0001   
Table 5.2:  Spearman correlations between drug response phenotypes and 
growth rate 
 Protein  Drug  Phenotype measurement  Correlation  P­value AKT1  LY294002  “ratio”  ‐0.02401  0.7946   rapamycin  “ratio”  ‐0.08447  0.3590   LY294002  “phospho ratio”  0.08831  0.3375   rapamycin  “phospho ratio”  0.13725  0.1350 p70S6K  LY294002  “ratio”  0.17834  0.0513   rapamycin  “ratio”  0.19923  0.0291   LY294002  “phospho ratio”  0.13491  0.1418   rapamycin  “phospho ratio”  0.26487  0.0035* 4E‐BP1  LY294002  “ratio”  ‐0.27176  0.0028*   rapamycin  “ratio”  0.01661  0.8589   LY294002  “phospho ratio”  ‐0.09138  0.3229   rapamycin  “phospho ratio”  0.08274  0.3751 *P‐value less than Bonferroni‐corrected threshold of 0.004 (twelve tests)  
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Table 5.3:  Spearman correlations between baseline phosphorylation 
phenotypes and growth rate  Protein  Phenotype  Correlation  P­value AKT1  total protein  0.04342  0.6378   phosphorylated protein  ‐0.11431  0.2138   phosphorylated:total protein  ‐0.14852  0.1055 p70S6K  total protein  0.20316  0.0260   phosphorylated protein  0.03477  0.7062   phosphorylated:total protein  ‐0.12936  0.1591 4E‐BP1  total protein  0.18326  0.0451   phosphorylated protein  0.23706  0.0091   phosphorylated:total protein  0.13760  0.1339  
Table 5.4:  Correlations between baseline phosphorylated:total protein ratios 




  Protein  Drug  Measurement used for treatment‐to‐vehicle normalization  Phenotype   Heritability (%) AKT1  LY294002  “ratio”  “LAratio”  0     “phospho ratio”  “LAphos”  0   rapamycin  “ratio”  “RAratio”  13.93     “phospho ratio”  “RAphos”  13.51 p70S6K  LY294002  “ratio”  “LPratio”  0     “phospho ratio”  “LPphos”  0   rapamycin  “ratio”  “RPratio”  0     “phospho ratio”  “RPphos”  0 4E‐BP1  LY294002  “ratio”  “L4ratio”  0     “phospho ratio”  “L4phos”  0   rapamycin  “ratio”  “R4ratio”  5.90     “phospho ratio”  “R4phos”  0 
 
 
Table 5.6: Definitions, distributions and heritabilities of alternate AKT1­rapamycin phenotypes   Phenotype name  Group definitions (number per group)  Heritability (%) “simple”  log(“RAratio”) > 0 (56)  16.21   log(“RAratio”) < 0 (64)   “non‐zero”  log(“RAratio”) > 0.1 (41)  26.85   log(“RAratio”) < ‐0.1 (47)   “stdev”  log(“RAratio”) > 1 standard deviation above mean (19)  16.36   log(“RAratio”) < 1 standard deviation below mean (23)   “pos stdev”  log(“RAratio”) > 1 standard deviation above mean (19)  30.09   log(“RAratio”) < 1 standard deviation above mean (101)   
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Table 5.7:  Maximum LOD scores of AKT1­rapamycin phenotypes  Phenotype  Maximum LOD score  Chromosome  Position “RAratio”  1.05  22  41 cM “RAphos”  1.10  20  29 cM “simple”  0.68  15  10 cM “non‐zero”  0.77  7  75 cM “stdev”  1.36  21  29 cM “pos stdev”  1.08  17  106 cM 
 
Table 5.8:  Candidate genes under linkage peak for “RAratio” phenotype  Rank  Genes (score) 1  EP300 (35.0) 2  YWHAH (27.4) 3  XRCC6 (25.6) 4  EWSR1 (25.3) 5  GRAP2 (17.9) 
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Chapter 6 
 
Conclusions and future directions 
   210 
6.1  Conclusions   Cancer is a leading cause of human death, and a main goal of scientific research is to better understand and treat this array of diseases.  It is clear that cancer, like many diseases, is defined by aberrant cell signaling.  In Chapter 1, evidence from the scientific literature was presented to show that some signaling pathways, including the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway, are commonly deregulated in a wide array of tumor types.  The PI3K/AKT/mTOR pathway is a pro‐growth signaling pathway that is normally activated following the binding of growth factors to transmembrane receptors.  Though the key players in this pathway and their functions have been well characterized, previous research had not yielded much information about inter‐individual differences in signaling through this pathway.  Additionally, this pathway represents a popular target for cancer therapies, some of which are already known to affect individuals differently.  Due to these factors, a better understanding of inter‐individual differences in PI3K/AKT/mTOR signaling in a variety of contexts was needed.  The work presented here attempted to investigate these differences and to determine whether they could be attributed to inherited genetic variation.  Traditional genetic analysis methods were used, and a new tool was also developed and successfully employed in these studies.   This new tool, named CANDID, was developed as an algorithm for the ranking of candidate genes for complex human traits.  As part of the CANDID creation process, databases are routinely compiled from freely available 
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information from several sources, including PubMed, NCBI Entrez Gene, NCBI dbSNP and a large public gene expression dataset.  CANDID is available online, and users can select which data sources to use and how much of their own knowledge or data, if any, they wish to supply.  Once the user selects and weights these parameters, CANDID quickly ranks potential candidates and provides the user with the ranked output list of genes and detailed information on their scores.  CANDID performed well in a rigorous test for identifying novel associations.  It also outperformed other candidate gene algorithms available at the time it was developed, either by comparing previously published performance statistics or by participating in a direct head‐to‐head comparison.  CANDID was also used successfully to investigate the cell signaling phenotypes discussed in Chapters 2, 4 and 5.   Chapters 2 and 4 focused on the genetic analysis of baseline activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway.  Phosphorylated and total amounts of three proteins (AKT1, p70S6K and 4E‐BP1) were measured in over 120 cell lines from 14 families.  Variation was seen across all nine of the measured and derived phenotypes.  Two derived phenotypes (the ratios of phosphorylated to total AKT1 and p70S6K) displayed moderate heritability, indicating that inherited genetic variation might play some part in influencing these ratios.  Traditional genetic linkage analysis identified a suggestive linkage peak for the p70S6K ratio phenotype on chromosome 3.  This peak overlapped with a smaller linkage peak for the AKT1 ratio phenotype, and it was found that the phenotypes were genetically correlated.  The linkage peak 
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for the combined genetic component for both traits had a maximum LOD score of 2.91 on chromosome 3.  There was also a smaller, non‐significant linkage peak on chromosome 14 that represented the maximum LOD score of the AKT1 ratio phenotype.  CANDID identified the top candidate genes in the linkage intervals on chromosomes 3 and 14, and SNPs in these genes were genotyped and tested for association with the appropriate phenotype.  One SNP in the HSP90AA1 gene on chromosome 14 was statistically significantly associated with the AKT1 phenotype, and four SNPs on chromosome 3 were statistically significantly associated with the p70S6K phenotype.  These included three SNPs in the RAF1 gene and one SNP in the 
GRM7 gene.  SNPs statistically significant for the phenotypes were tested for association with several cancer‐related traits measured in patients enrolled in an ovarian cancer clinical trial.  However, no statistically significant associations were found.   Chapter 5 described attempts to identify similar associations between inherited genetic variants and inter‐individual variation in response to treatment with PI3K/AKT/mTOR pathway inhibitors.  Using the same cell line collection, variation was seen in the responses of AKT1, p70S6K and mTOR to treatment with LY294002 (a PI3K inhibitor) or rapamycin (an mTOR complex 1 inhibitor).  Unfortunately, though these phenotypes were variable, little or none of the variation appeared to be due to genetic factors.  The AKT1 responses to rapamycin were the most heritable phenotypes, but they did not achieve any suggestive linkage peaks.  Additionally, CANDID did not find any compelling candidate genes under one of the 
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highest linkage peaks seen.  These results seem to suggest that any possible genetic influence on these phenotypes is small or due to effects in multiple genes. Overall, there are several main highlights of the work presented here.  While the work of others has clearly established that molecular‐level traits like gene expression and protein expression can be influenced by genetics, this is the first evidence that inherited genetic variation influences a post‐translational phenotype like protein phosphorylation.  Additionally, CANDID proved to be a successful and flexible method for identifying candidate genes, as evidenced by its high performance in a simulated gene discovery situation and its success in identifying candidate genes for the baseline phosphorylation traits.  Several of the genes it identified for the protein phosphorylation phenotypes contained statistically significant SNPs and have well documented ties to the PI3K/AKT/mTOR pathway.  Finally, though no such variants were found to influence the response of AKT1, p70S6K or 4E‐BP1 to LY294002 and rapamycin, these drug response studies were able to confirm a clinical finding and, by doing so, strengthen the case for using in 
vitro models to assess inter‐individual variation.    
6.2  Future directions   The work presented here has resulted in the development of a useful tool and has revealed additional information about the PI3K/AKT/mTOR pathway, but it has also prompted additional questions and directions.  One obvious question is whether inherited genetic variation influences the baseline activation of members of 
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the PI3K/AKT/mTOR pathway other than AKT1 and p70S6K.  In these studies, only AKT1, p70S6K and 4E‐BP1 were measured because these were the only pathway members for which robust, reliable ELISA kits were commercially available.  Other key pathway members include PI3K, mTOR, PDK1 (which phosphorylates and activates AKT1 on Thr308) and other members of mTOR complexes 1 and 2.  Currently, directly measuring the activity of these proteins can be technically difficult for a variety of reasons.  For example, while it is known that PI3Ks are activated by interacting with growth factor receptors at the plasma membrane, the exact mechanism by which their activity increases is not clear and can therefore not be measured [Hawkins, et al. 2006].  Additionally, accurately assessing PI3K activity by measuring PIP2 and PIP3 requires the use of technically demanding assays involving 32P and may not be feasible for studies involving many cell lines [Hawkins, et al. 2006].  In fact, PI3K activity is usually assessed by measuring the activity of molecules known to be downstream of PI3K, such as AKT1 [Hawkins, et al. 2006].  Though pathway members like PI3K may require the development of newer methods more suitable to high‐throughput biology, it is still possible to measure the activity of some proteins by measuring their phosphorylation states.  mTOR, PRAS40 and TSC2 are all phosphorylated in ways that are thought to regulate the activity of the PI3K/AKT/mTOR pathway [Guertin and Sabatini 2007; Manning and Cantley 2007].  Phosphorylation of these proteins can be measured by a number of antibody‐based methods, including ELISAs.  In fact, a commercially available kit for the detection of phosphorylated and total PRAS40 is now available from Invitrogen.  
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Investigating the variation and heritability of measurements of these proteins could provide a more complete picture of how this pathway functions in different individuals.      Just as future work could extend the same principles applied here to other members of the PI3K/AKT/mTOR pathway, it could also apply to other key signaling pathways.  The work presented in Chapter 4 showed that polymorphisms in the RAF1 gene were associated with the ratio of phosphorylated to total p70S6K.  
RAF1 encodes c‐Raf, a key player in the RAF/MEK/ERK signaling pathway.  Activation of this pathway promotes cell proliferation, cell cycle progression and survival, and as such, it is also important in cancer [Chang and Karin 2001].  Whereas the PI3K/AKT/mTOR pathway includes several key proteins whose activities are not directly mediated by phosphorylation, the RAF/MEK/ERK pathway is a simpler kinase regulatory cascade [Chang and Karin 2001; Garrington and Johnson 1999].  The activities of its members can therefore be assessed in a relatively straightforward manner using commercially available ELISAs or other methods for obtaining quantitative measures of phosphorylated and total protein. Similar principles could be applied to members of the NF‐κB signaling pathway, the Notch signaling pathway and the WNT/β‐catenin signaling pathway.  In this way, a more complete picture of inter‐individual variation in signaling could be achieved.   Though ELISAs performed well in the experiments described here, other technologies for measuring protein quantitatively are emerging.  Perhaps the most promising of these are the mass spectrometry‐based methods.  Mass spectrometry 
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(MS) has long been used for chemical studies, and it is an attractive technique for proteomics because of three intrinsic properties – it is quantitative, it can distinguish molecules with only slight differences in mass (such as molecules with or without small post‐translational modifications), and it can identify molecules based on their spectral fingerprints.  Until recently, the suitability of mass spectrometry‐based methods to proteome‐level science was limited due to a number of factors.  These included a dynamic range that was too narrow to accommodate the large variation seen in protein expression within a cell, the requirement to use isotope labeling to obtain accurate measurements and insufficient sensitivity to detect the relatively rare proteins with post‐translational modifications [Bonilla, et al. 2008; Gstaiger and Aebersold 2009; Witze, et al. 2007].  However, recent developments have overcome these obstacles in a variety of ways [Bonilla, et al. 2008; Gstaiger and Aebersold 2009; Witze, et al. 2007].  As a result, the technology has advanced sufficiently to be used in several studies assessing genetic influences on these MS‐measured protein phenotypes [Foss, et al. 2007; Gstaiger and Aebersold 2009].  Though these studies have so far used small numbers of samples (usually comparing pools of samples with two different genomes), as costs are reduced, MS may be used for studies on the scale of the work presented here.  This could increase the speed with which these studies are completed as well as the portion of the proteome that could be measured.     Just as mass spectrometry improvements are advancing protein research, developments in sequencing technologies and computational biology are opening 
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up new possibilities for genetics research.  Since the publication of the work described in Chapter 3, additional candidate gene identification algorithms have been published.  Several of these have performed well in initial tests, though they appear not to be as flexible as CANDID or as powerful to detect novel genes for complex traits [Kohler, et al. 2008; Linghu, et al. 2009].  However, they employ more complex mathematical methods than those used in CANDID, and when used with the right data sources, these methods might outperform CANDID [Kohler, et al. 2008; Linghu, et al. 2009].  The data sources themselves are also improving as more data is collected on the genes in the human genome.  While the number of genes with gene ontology (GO) annotations has not changed appreciably in the last five years, specific current entries for each gene may reflect a more accurate and complete picture of gene function compared to the terms associated with that gene in the past.  Likewise, the body of published scientific literature continues to grow and provide useful information about human genes.  CANDID and other future algorithms could make use of these improved data sources as well as more sophisticated mathematical methods in order to achieve higher accuracy for candidate gene predictions.   As methods for identifying candidate genes improve, so will methods for following up on them.  Next‐generation sequencing has the potential to identify polymorphisms or mutations in the entire genome, but statistical methods for assessing the significance of these variants are not well defined [Easton, et al. 2007a; Ley, et al. 2008].  Ranking of candidate genes could provide a hierarchy by 
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which to prioritize sequenced genes for statistical analysis, thus limiting the number of statistical tests performed.  This method could answer the questions of how to deal with genome‐scale sequence data and how to best follow up on candidate genes.   Variants that have been statistically significantly associated with disease‐related phenotypes should be replicated and translated into clinical practice, when applicable.  The significantly associated variants on chromosomes 3 and 14 described in Chapter 4 may have clinical potential, but they require further replication and validation first.  First, the association between these variants and the ratios of phosphorylated to total AKT1 and p70S6K should be replicated in another set of lymphoblastoid cell lines.  This could be an independent sample of cell lines from the CEPH collection or a sample from a different collection.  Lymphoblastoid cell lines are available for many of the individuals genotyped in the HapMap project, and some private collections of cell lines collected during clinical trials also exist.  If the variants maintain their associations in another set of cell lines, they could be tested for association with susceptibility to diseases characterized by deregulation of PI3K/AKT/mTOR signaling, such as different types of cancer.  If statistically significant associations are identified in those studies, clinical testing of these variants could be performed in order to predict risk for those diseases.    Functional studies could also be performed on the variants identified here.  
HSP90AA1 and RAF1 both encode genes known to influence signaling pathways, but it is unknown how the statistically significant SNPs in these genes might affect their 
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respective protein products.  Quantitative measurements of gene and protein expression might reveal effects of these SNPs on those phenotypes.  Likewise, immunohistochemistry might suggest possible alterations in protein localization influenced by these variants.  Additionally, if the presence of these variants influences post‐translational modifications of these proteins, that could potentially be determined by Western blotting.  These represent just some of the potential methods by which the functional consequences of these SNPs could be identified.  Of course, it may be that the SNPs described in Chapter 4 are not the true functional variants and that they are simply tagging those variants by residing in linkage disequilibrium with them.  If a potential mechanism is identified by one of the above molecular approaches, it could be used to dissect the gene region containing the statistically significant SNP(s) by systematically assaying all known variation in the region.  Identification of the true functional variant(s) could shed light on how these proteins work differently in different individuals, and this information could lead to the development of new drugs for the treatment of cancer and other diseases.    
6.3  Final reflections on current and future research   The results of the studies described here suggest several conclusions about current and future research in this area.  One theme of the experiments described in Chapters 2, 4 and 5 is that it is difficult to measure proteins reliably and accurately, whether or not they have post‐translational modifications.  The Western blot method described in Chapter 2 failed to meet quality control measures for the 
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detection of signaling proteins, and the ELISA method that was eventually selected had flaws as well.  This included inherent weaknesses in the throughput capacity of the technique as well as variation that was seen across different assay plates and reagent lot numbers.  The ELISA method used here also required substantial amounts of protein for each sample, which in turn required substantial cell culture efforts.  As a result, cell culture and protein purification procedures had to be conducted in batches, which may have caused additional variability.   These weaknesses of protein detection methods contrast with the ease and accuracy with which mRNA and DNA can be assayed using microarray technology.  If all studies of cellular phenotypes were required to meet the quality standards set by microarray platforms, the experiments described here would fail to do so.  However, though the data quality may not be as high, these experiments provide additional information that cannot be measured by platforms like microarrays.  Specifically, mRNA expression levels rarely correlate with protein levels, so ELISAs have the advantage of detecting a potentially more interesting or relevant phenotype.  The results shown here provide proof that protein‐based phenotypes can be studied in a cell culture model and suggest that trade‐offs be considered between experimental variability and phenotypic relevance.      Another potential weakness of the experimental system used here is the use of lymphoblastoid cell lines from the CEPH collection to model the protein phenotypes.  These cell lines were collected from donors more than 20 years ago, transformed using Epstein‐Barr virus and stored and maintained by several 
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different groups.  It is unknown how many times most of these cell lines were passaged, so it is possible that differences in passage number have contributed to the inter‐individual differences seen in PI3K/AKT/mTOR pathway activation.  Additionally, differences in the genomic integration sites of the Epstein‐Barr virus could skew the phenotypic measurements and genetic analysis results.  Finally, as with all cell culture models, it is uncertain to what extent the phenotypes in these cell lines reflect the true biology of a human being.  However, despite the flaws inherent in this cell line collection, it still represents one of the largest and best characterized collections of cell lines from families.  This makes it an excellent genetic resource and one that has been used successfully by many other groups.     While the experiments used here had many weaknesses in their abilities to investigate genetic influences on PI3K/AKT/mTOR signaling, they still managed to produce some statistically significant and biologically interesting results.  In the broader picture, they represent valuable proof of concept studies of genetic influences on cell signaling.  Additionally, with the emergence of better experimental methods for protein detection on the horizon, these studies suggest a blueprint for future work at the intersection of genetics and proteomics.  
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